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Abstract 




A support plate and method of making a support plate for biological or chemical testing or cell culture. The plate has a 
high density network of microwells formed therein. The wells are formed by a contact pressing technique whereby a 
network of protuberances are pressed into the surface of a thermoformable material. 
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(S^PROCEDE DE FABRICATION D'UNE PLAQUETTE DE SUPPORT D'UN RESEAU BIDIMENSIONNEL DE 
w MICROPUITS, NOTAMMENT POUR ESSAIS OU CULTURES BIOLOGIQUES. oiuiiwtn^tunNtL Ufc 

(§7) Suivant ce precede, a) on forme une matrice (5; 5.) de 
pressage en un materiau indeformable presentant-une'sar- 
face dont deborde un reseau bidimensionnel de protube- 
rances {4) isolees les unes des autres et presentant des 
extremites conformes aux fonds de micropuits a former, 
ces protuberances etant de hauteur superieure a (a profon- 
deur desdits micropuits (10., b) on presse centre ladite sur- 
face de matrice (5; 5i) une plaquette (6; 6) en un materiau 
mermoformable chauffe au-dessus de sa temperature de 
ramoHissement de manlere que seules les protuberances 
{4) viennent en contact avec ladite plaquette et s'enfoncent 
ensuite dans celle-ci sur une profondeur egale a ceiie de 
micropuits (10) a former dans cette plaquette et inferieure 
a la hauteur de ces protuberances, et c) on refroidit ladite 
plaque (6; 6i) pour obtenir sur celle-ci un reseau stable de 
micropuits. 
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La pr&sente invention est relative & un proc£d§ de 
fabrication d'une piaquette de support d'un reseau 
bidimensionnel de micropuits, plus particulierement 
destine "a la realisation d'essais ou de cultures 
5 biologiques. La presente invention est aussi relative a la 
piaquette de micropuits obtenue par la mise en oeuvre de ce 
procede. 

Pour pratiquer des essais ou des cultures 
biologiques, on utilise aujourd'hui couramment des 

10 plaquettes moul<§es dans des mati£res thermoplastiques 
telles qu'un polycarbonate ou du polystyrene/ ces 
plaquettes comportarit 96 cavites ou puits propres a 
recevoir, par exemple, des cellules a cultiver et leur 
milieu nutritif. Typiquement la piaquette est 

15 rectangulaire, de format 80 x 125 mm environ et les puits 
presentent un diametre de 8 mm environ. Ces dimensions 
pretre de 8 mm environ. Ces dimensions sont standardises 
de maniere a permettre la manipulation automatiques des 
plaquettes dans des appareils tels qu'un robot 

20 manipulateur de liquide, un spectrophotometre ou un 
microscope d' observation. 

Lorsqu'on utilise de telles plaquettes pour realiser 
des manipulations genetiques telles que la greffe d'une 
"sonde n sur un segment de molecule d'ADN par exemple/ le 

25 grand volume du puits par rapport aux dimensions d'une 
cellule contenant une telle molecule rend faible, du fait 
de la concentration relative, la probability d' interaction 
de la sonde et de la molecule. En outre, le petit nombre 
(96) des puits limite le nombre d' essais ou de cultures 

30 realisables sur une meme piaquette. 

Le remplissage des puits se fait actuellement a 
I'aide d' ensembles de pipettes de cout de realisation 
elev£ et exigeant un personnel sp6cialis<§ pour etre 
manipules, Chaque puits regoit un grand nombre de 

35 cellules. La greffe d'une sonde sur la molecule d'ADN de 
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l'une d'entre elles s'opere alors d'une maniere aleatoire 
alors qu'il serait preferable que cette greffe se realise 
entre une sonde et une cellule unique, disposees a 
proximite l'une de 1' autre dans un puits de faibles 
dimensions pour accroitre la probability de realisation de 
la greffe. 

L'observation des cultures s'opere par le fond des 
puits, constitue par une membrane transparente ou une 
paroi texturee ou poreuse telle qu'une trame ou une toile. 
De tels moyens de constitution des fonds des puits peuvent 
empecher une observation en lumi£re polarisee, souvent 
souhaitee, notamment dans le cas de membranes en matiere 
plastique susceptibles de perturber la polarisation du 
faisceau d'observation. 

On realise couramment les plaquettes evoquees ci- 
dessus par moulage par injection d'une matiere plastique. 
On sait qu'un tel moulage implique souvent 1* utilisation 
d'additifs, tels que des lubrifiants (paraffine, par 
exemple) pour ameliorer les proprietes d'ecoulement de la 
matiere plastique. Un tel additif peut exsuder ensuite 
dans les puits en perturbant les cultures. D'autres 
additifs tels que des produits de stabilisation de la 
matiere plastique vis-a-vis des rayonnements ultraviolets, 
peuvent aussi exsuder en empoisonnant les cultures 
cellulaires. D'autre part, nombre de mati^res plastiques 
manifestent une fluorescence qui parasite l'observation 
des essais. 

On connait aussi un procede de realisation d'une 
plaquette en silicium creusee, par un proc£d<§ classique de 
gravure utilise dans la fabrication de circuits, integres, 
d'un reseau bidimensionnel de puits de tr&s petit 
diametre, ou "micropuits w , la densite de ces micropuits 
par unite de surface etant tres superieure a celle des 
puits des plaquettes 80 x 125 mm d£crites ci-dessus. Les 
micropuits peuvent etre remplis par mouillage d'une 
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surface etendue de la plaquette puis demouiliage de celle- 
ci avec retrait du liguide depose au fond des micropuits. 
Les micropuits sont generalement tronconiques et leurs 
bases sont delimitees par des aretes vives qui s'opposent 
au demouiliage de la surface de la plaquette en bloquant 
des gouttes du liquide qui s'ecoulent sur la surface de la 
plaquette pendant ce demouiliage. 

De telles plaquettes en silicium sont fragiles, et 
leur fabrication delicate, longue et couteuse. En outre, 
le silicium etant un materiau particulierement opaque, il 
n'est pas possible de realiser des observations ou mesures 
optiques a travers le fond des micropuits. . 

D'autres techniques peuvent etre envisagees pour 
realiser des plaquettes creusees d'un reseau dense de 
micropuits, par exemple le moulage par injection d'une 
matiere thermoplastique tel qu'un polycarbonate. La 
fluorescence de ce materiau et 1 • incorporation, classique 
dans celui-ci, de lubrifiants et de stabilisateurs aux 
rayons ultraviolets, le rend impropre a 1 • application 
envisagee id. On peut penser aussi a proceder par usinage 
au laser, pour realiser des micropercages d'un substrat. 
Mais alors, on observe sur celui-ci des bavures et une 
rugosite telle que l'etat de surface de la plaquette 
obtenue est propice au piegeage de bulles et n'offre pas 
la qualite requise pour permettre son demouiliage. 

La presente invention a done pour but de fournir un 
procede de fabrication d'une plaquette supportant un 
reseau bidimensionnel tres dense de micropuits de tres 
petites dimensions, de l'ordre de celles de cellules 
vivantes qu'elles doivent accueillir, assu: ,nt un 
remplissage aise d'au moins certains des micropuits avec 
un petit nombre de cellules par micropuits, le nombre des 
puits formes sur la plaquette pouvant etre tres grand pour 
autoriser la realisation d'un grand nombre de cultures 
microbiologiques sur une meme plaquette. 
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La presente invention a aussi pour but de fournir un 
tei precede permettant de realiser des plaquettes de 
micropuits realisees en un materiau presentant une grande 
neutrality chimique en surface, ne contenant ou n'exsudant 
5 aucun produit susceptible de perturber les cultures ou de 
gener leur observation. 

On atteint ces but de 1* invention, ainsi que d'autres 
qui apparaitront a la lecture de la description qui va 
suivre, avec un procede de fabrication d'une plaquette de 
) support d'un reseau bidimensionnel de micropuits pour 
cultures microbiologiques, remarquable en ce que a) on 
forme une matrice de pressage en un materiau indeformable 
presentant une surface dont deborde un reseau 
bidimensionnel de protuberances isolees les unes des 
i autres et presentant des extremites conformes aux fonds 
des micropuits a former, ces protuberances etant de 
hauteur superieure a la profondeur desdits micropuits, b) 
on presse contre ladite surface de matrice une plaquette 
en un materiau thermoformable chauffe au-dessus de sa 
temperature de ramollissement de maniere que seules les 
protuberances viennent en contact avec ladite plaquette et 
s'enfoncent ensuite dans celle-ci sur une profondeur egale 
a celle de micropuits a former dans cette plaque, et 
inferieure a la hauteur de ces. protuberances, et c) on 
refroidit ladite plaque pour obtenir sur celle-ci un 
reseau stable de micropuits . 

Comme on le verra dans la suite, ce procede permet de 
realiser, de maniere peu couteuse, dans un materiau inerte 
et transparent tel que du verre, un reseau de micropuits 
propre a recevoir des cellule a cultiver en relation de 
proximity etroite avec des sondes, conformement a un des 
buts essentiels de l r invention. Le reseau peut etre tres 
dense et compter, par exemple, 10 ; fois plus de puits que 
la plaquette 80 x 125 mm evoquee ci-dessus sur la ra£me 
surface, ce qui permet de multiplier les cultures. A titre 
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d'exemple illustrat. et non limitatif, on peut ainsi 
fabriquer un resea. raicropuits distants de 100 \m 

environ les uns des autres, ces puits presentant une 
profondeur de 20 \m et un diametre au fond de 40 \m, 
5 perraettant d'accueillir une cellule a cultiver de 10 \m 
par exemple. Comme on le verra aussi dans la suite, le 
remplissage des raicropuits s'opere par un processus de 
mouillage-d^mouillage particuli£rement commode et 
ef f icace . 

10 Suivant une autre caracteristique du proc£de selon 

1' invention, on forme la matrice de pressage par gravure 
chimique d'une plaquette metallique, a trayers un masque 
constitu6 par une trame de plages centrees sur les axes 
des protuberances a obtenir. 

15 Suivant une variante avantageuse du procede selon 

1' invention, on forme une plurality de matrices, on empile 
celles-ci en intercalant entre deux matrices adjacentes 
une plaquette en materiau thermoformable et on presse a 
chaud 1' ensemble de la pile ainsi form£e pour obtenir une 

20 pluralite de plaquettes creusees chacune d'un reseau de 
micropuits • 

Le procede suivant l 1 invention permet d'obtenir une 
plaquette qui porte sur au moins une de ses faces un 
reseau de micropuits a section axiale en entonnoir 

25 s'evasant a partir du fond du micropuits, ces fonds etant 
separes par des surfaces convexes en tout point et 
d£pourvues de toute discontinuite de courbure, ces 
surfaces presentant en outre un fini de qualite optique. 
Cette g^ometrie et ce fini contribuent a concentrer au 

30 fond des micropuits les produits liquides ou autres 
deposes sur la plaquette. 

D' autres caracteristiques et avantages du proced<§ et 
de la plaquette suivant l f invention apparaitront a la 
lecture de la description qui va suivre et a l f examen du 

35 dessin annexe dans lequel : 
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- la figure 1 est une vue en coupe schematique et 
agrandie d'une partie d'une matrice de pressage utilisee 
dans le procede suivant l 1 invention, cette vue illustrant 
egalement son procede de fabrication, 

- la figure 2 il lustre schematiquement le procede de 
fabrication du reseau de micropuits suivant 1' invention, 

- la figure 3 illustre sch&matiquement une variante 
avantageuse du procede de fabrication represents a la 
figure 2, permettant de realiser simultaneraent plusieurs 
reseaux, 

- la figure 4 est une vue agrandie et en coupe d'une 
partie d'une plaquette suivant 1' invention, comportant 
deux reseaux de micropuits formes chacun sur l'une de ses 
deux faces opposees, 

- la figure 5 est une image prise au microscope 
electronique a balayage, d'une partie de la surface de la 
matrice utilisee dans le procede suivant 1' invention, et 

la figure 6 est une vue prise au microscope 
mecanique a balayage d'une partie d'une plaquette obtenue 
par la mise en oeuvre du procede selon 1' invention. 

Ainsi qu'on l'a indique plus haut, le procede de 
fabrication d'une plaquette de support d'un reseau de 
micropuits suivant 1' invention fait appel a une matrice 
permettant de former ces micropuits par pressage d'une 
plaquette en un materiau thermoformable chauffe au-dessus 
de sa temperature de ramollissement . Ce materiau peut etre 
un materiau vitreux tel que du verre ou une matiere 
plastique transparente . 

Pour realiser cette matrice on part, suivant un mode 
de mise en oauvre prefere de 1' invention, d'une plaquette 1 
en un alliage m£tallique stable tel que le Nicrimphy de 
IMPHY SA. 

On recouvre une face de la plaquette metallique 1 
d'une resine photosensible que I'on expose et que l'on 
depouille, par une technique classique de 
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photolithographies de maniere a laisser demeurer sur la 
surface de la plaquette un masque presentant la forme 
d'une trame reguliere de plages telles que celles 
r^ferencees 3 : , 3 2 , 3 3 , ... a la figure 1, de forme 
5 sensibleme circulaire par exemple. 

On grave ensuite chimiquement la plaquette 1 a 
travers ce masque, a l'aide d'une solution de gravure qui 
n'attaque pas la resine des plages 3 t . Pour graver du 
Nicrimphy, on peut utiliser une solution de perchlorure de 

10 fer additionnee de 20 & 30 % d'acide nitrique. On sait que 
l'attaque isotrope du metal de la plaquette 1 par la 
solution de gravure dissout le metal se trouvant sous une 
plage 3 L sur une distance H egale a la profondeur 
recherchee de la gravure. Si on desire alors faire 

15 apparaitre a la surface de la plaquette 1 un reseau de 
protuberances 4 t de diametre terminal d, il faut alors 
exposer la resine photosensible de maniere a faire 
apparaitre, apres depouillement, des plages 3 L de resine de 
diametre D tel que : 

20 D = d + 2H. 

La gravure du metal etant terminee, les plages 3 t de 
resine sont enlevees avec un solvant convenable et la 
surface grav£e de la plaquette 1 a alors 1' aspect illustre 
par la vue de la figure 5, prise au microscope 

25 electronique & balayage.. Sur cette vue, apparait un reseau 
regulier de protuberances 4i s'evasant a partir de leur 
extr6mit£ pour rejoindre un fond dont la rugosity est 
apparente sur la vue presentee. 

La plaquette 1 ainsi grav£e constitue une matrice de 

30 pressage 5 utilisable dans le procede de fabrication de 
plaquettes de micropuits selon l f invention, illustre £ la 
figure 2. Typiquement, les protuberances sont distantes de 
100 a 200 pm environ, hautes de 20 a 50 pm et de diametre 
d'extremite compris entre 20 et 50 urn. 
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Pour ce faire, comme represents schema tiquement A 
cette figure, on applique la face gravee de la matrice 5 
contre une plaquette 6 en un materiau thermoformable 
chauffe a une temperature suffisante pour qu'elle presente 
une plasticite ou viscosite convenant a son pressage. Ce 
materiau peut etre une matiere plastique ou, plus 
preferentiellement, du verre tel que celui reference 7059 
dans les catalogues de la sociSte Corning Incorporated. 
Dans ce dernier cas, la matrice 5 et la plaquette 6 en 
verre sont placees dans un four et portSes progressivement 
a une temperature de 740° C, de maniere que le verre 
presente une viscosite de 10; : poises environ. A cette 
viscosite, une mise en pression convenable de 1 'ensemble 
matrice 5-plaquette 6 A l'aide de plaques de pression 7,8, 
pendant 1 minute environ, fait penetrer les protuberances 
4i de la matrice dans la plaquette 6 de verre sur une 
profondeur que l'on peut controler pour que les elements 
de surface de verre 9 W 9 2 , 9? ... qui separent les puits 
10:, 10 ; , 10 3 ... creuses par les protuberances 4* dans la 
plaquette 6 a I'etat plastique, conserve un fini "optique" 
du fait de !• absence de tout contact avec les elements de 
surface 11,, 11 2 , ... du fond relativement rugueux de la 
matrice. 

Apr£s refroidissement de la plaquette 6 a la 
temperature ambiante, celle-ci porte un reseau 
bidimensionnel r£gulier de micropuits 10 L tel que ceux 
apparaissant - sur la figure 6, qui est une vue de la 
surface de ia plaquette prise au microscope mecanique & 
balayage. 

Sur cette vue, il apparait que. les puits presentent 
une. forme d'entonnoir s'Svasant regulierement, du fond des 
puits. vers leurs debouches sur la surface de la plaquette, 
les fonds etant s&par&s par des surfaces convexes en tout 
point, d^pourvues de toute discontinuity de courbure, et 
pr£sentant un fini de qualite optique. On remarquera que 
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ces surfaces convergent regulierement vers les fonds des 
micropuits adjacents. 

Grace £ ces proprietes de forme et de surface, il est 
aise de remplir les micropuits avec des cellules a 
cultiver vehiculees par exemple dans un milieu nutritif. 
Une goutte d'un milieu ainsi charge de cellules etant 
deposee a la surface de la plaque tte de maniere & 
"mouiller" celle-ci, le milieu et les cellules sont 
"aspires" vers les fonds des puits par un processus de 
"demouillage" des surfaces courbes et lisses bordant les 
puits* L'excedent peut etre evacue par evaporation 
controlee. La plaquette est ensuite protegee par une 
lamelle de verre. 

Le procede suivant 1' invention permet de realiser des 
plaquettes portant une tr£s grande density de micropuits, 
par exemple 10" puits par cm 1 . On peut garnir alors 
simultanement, par le processus de mouillage-demouillage 
decrit ci-dessus, un tres grand nombre de micropuits avec 
des cellules a cultiver et leur milieu nutritif, les 
"sondes" ayant ete au prealable deposees selon une 
cartographie predeterminee dans les puits. Typiquement, a 
titre d' exemple, les micropuits peuvent presenter une 
profondeur de 15 a 30 um, le diametre du fond des puits se 
situant dans le domaine 20-50 \m et le pas des puits etant 
de 100 a 200 um environ. On comprend qu'une cellule, 
typiquement de 10 jom environ, se trouve alors au fond d*un 
puits en tres grande proximite avec des sondes introduites 
au prealable dans ce puits, ce qui accroit tres. 
avantageusement la probability de la greffe recherch£e. 

. Une texturation du fond des micropuits facilite 
Inspiration et la retenue des cellules et gouttes de 
liquide deposees a la surface de la plaquette de 
micropuits. Cette texturation peut etre obtenue, selon 
1' invention, par un laminage, un brossage, un polissage, 
un satinage, un microbillage, un bombardement ionique, par 
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exemple, de la surface de la plaquette metallique utilisee 
pour realiser la matrice de pressage, avant le depot de la 
resine photosensible destinee a la formation du masque de 
gravure. Ainsi, les faces d'extremite des protuberances 4. : 
formees ensuite par gravure chimique portent une texture 
dont la replique s'imprime sur le fond des micropuits lors 
du pressage de la plaquette 6 suivant 1' invent ion. 

Les faces d'extremite des protuberances pourraient 
aussi etre . creusees, par gravure au laser "Eximer" par 
exemple, de marques de reperage telles que chiffres ou 
codes a barres par exemple, marques dont la replique se 
reporte sur les fonds des micropuits au moment du pressage 
de la plaquette, comme decrit ci-dessus. Le reperage des 
diverses cultures portees par la plaquette est facilite 
par ces moyens.- 

La plaquette de micropuits selon 1' invention peut 
porter d f autres marques permettant la mise en reperage 
automatique de la plaquette dans des appareils de 
manipulation ou de traitement. Ces marques peuvent aussi 
etre formees, lors du pressage, par replique de marques 
correspondantes formees sur la matrice. 

On remarquera que la presente invention permet de 
faire en sorte que les fonds des puits d'une meme 
plaquette. soient tous coplanaires, ce qui facilite la mise 
au point d'un microscope d' observation de ces cultures. 

A cet egard, le reseau de micropuits peut comporter 
des lignes ou des colonnes de micropuits presentant des 
fonds de forme, par exemple ovale, dif ferente de celle des 
autres (par exemple circulaire) . Ces lignes et colonnes, 
regulierement distributes, assurent un maillage du reseau 
observable au microscope, qui facilite 1 1 exploration de ce 
reseau et le reperage des cultures pratiquees dans 
micropuits. 

Des techniques de pressage autres que le pressage 
statique illustre a la figure 2 pourraient etre utilisees 
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pour fabriquer la plaquette de micropuits suivant 
1' invention, par exemple un laminage, un soufflage ou une 
aspiration d'une matiere a I'etat plastique, contre une 
matrice suivant l'invetion. 

On a illustr£ d la figure 3 une variante du procede 
suivant 1' invention. Suivant cette variante, on realise 
plusieurs matrices 5 : ,5 : ,5 3 . qu'on empile en intercalant 
une plaquette 6:,6 2 ,6 5 ... en matiere thermoplastique entre 
deux matrices adjacentes. On chauffe et on presse ensuite 

10 1.* ensemble comme decrit ci-dessus en liaison avec la 
figure 2. Cette variante presente deux avantages : d'une 
part elle accroit la productivity du proc£d£ et, d' autre 
part, elle ameliore la regularity des pressages realises 
sur les di verses plaques 6 t par l'effet de "matelas" qui 

15 r§sulte de l'empilage des plaquettes, : effet favorable & 
1 'uniformisation de la pression appliquee aux plaquettes. 

On a represents a la figure 4 une variante de la 
plaquette de micropuits suivant 1* invention , par une 
coupe de cette plaquette suivant un plan perpendiculaire a 

20 sa surface. La coupe representee fait apparaitre que 
chacune des deux faces de la plaquette 6' porte un reseau 
de micropuits 10 t , 10 2 , . . . . et 11 : , ll z , ... respect ivement. 
Le reseau de micropuits 10. : est sensiblement conforme k 
celui de la plaquette de la figure 2. Les micropuits Hi 

25 formes sur 1' autre face de la plaquette sont centres 
chacun sur l f axe d'un micropuits 10 L . lis sont dimensionnes 
de mani^re a recevoir un moyen de traitement (par 
chauffage par exemple) ou d* observation de la culture 
operee dans le micropuits Id correspondant . Ce moyen peut 

30 prendre la forme d'une ou plusieurs fibres optiques 12 par 
exemple dans le cas d f analyses automatiques par 
fluorescence ou color imetrie. 

Les deux reseaux de micropuits peuvent etre utilises 
pour realiser des cultures. Des plaquettes de verre plat 
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appliquees contre les reseaux de micropuits peuvent 
proteger les cultures qui y sont developpees. 

II apparait maintenant que la presente invention 
permet bien d'atteindre les buts, et d'obtenir les 
avantages, que l'on s'etait fixes, C'est ainsi que, gra,;e 
a la grande densite de micropuits formes dans ufce 
plaquette et a la georaetrie de ces micropuits, bordSs de 
surfaces bomb£es convergeant vers les fonds des puits 
adjacents, on peut remplir aiseraent un grand nombre de 
puits avec les milieux liquides et cellules necessaires a 
une culture microbiologique de ces cellules, a des fins de 
genie gen£tique par exemple. 

Le materiau utilise preferentiellement pour 
constituer la plaquette, a savoir le verre, autorise, 
contrairement a la plupart des matieres plastiques, des 
observations des cultures aussi bien en lumiere polarisee 
qu'en lumiere naturelle, non perturbees par des 
fluorescences parasites. 

La grande inert ie chimique du verre autorise l'emploi 
d' acetone necessaire a la fixation des cellules, ou 
l f utilisation de colorants comme, par exemple 
l'hematoxyline, necessaire £ 1 'observation du contenu des 
noyaux, en ra€me temps qu'elle evite toute pollution par 
des produits issus de la mati£re de la plaquette. 

L'excellente stability dimensionnelle du verre 
apporte plusieurs autres avantages : grand precision (de 
l'ordre du micrometre) du reperage des puits sur les 
plaquettes, ainsi que du positionnement des plaquettes 
dans les machines de manipulation de traitements, mise au 
point ais£e d'un microscope d' observation sur les fonds 
plans et coplanaires des puits. 

A l'aide d'un tampon de velours, on peut transferer 
simultanement une partie du contenu de chaque puits pour 
les reporter sur une autre plaquette, ce qui permet la 
copie de ces cultures. 

/ 
( 
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La forme evasee des micropuits permet a d'eventuels 
microbulles d'air de s'echapper des puits plutot que d'y 
rester accrochees en perturbant les cultures et les 
observations dont elles font l'objet. 

La tres faible dimension des micropuits permet de 
pratiquer dans chacun des cultures monocellulaires, ou 
d'un tr£s petit nombre de cellules, autorisant l'obtention 
de clones dont la paternite est sCire. Cette faible 
dimension des puits augmente les concentrations relatives 
et favorise la probability d* interaction des sondes 
(fragments d'ADN) avec les molecules d'ADN sur lesquelles 
une greife doit s'operer. 

L' amplification en chaine par polymerase, communement 
appel£e PCR, qui necessite un cyclage thermique/ ne serait 
pas possible "in situ" avec les plaquettes en mati^re 
thermoplastique {par exemple le polystyrene) , actuellement 
utilisees pour les cultures cellulaires, mais devient 
possible avec une plaquette en verre, du fait de la tr4s 
bonne resistance de ce materiau a de tels cyclages. 

Enfin, de maniere particulierement avantageuse, 
l f invention permet de fabriquer des plaquettes de support 
de reseaux tres denses de micropuits, par un procedS de 
pressage autorisant une fabrication desdites plaquettes a 
des cadences industrielles et & des prix de revient de 
fabrication particulierement bas. 

Bien entendu 1' invention n'est pas limitee au mode de 
realisation decrit ou represents, qui n f a ete donne qu'& 
titre d f exemple. C'est ainsi que la plaquette suivant 
1' invention pourrait aussi etre realisee avec di verses 
matieres plastiques, dans la mesure ou les problemes de 
pollution ou de difficultes d'observation des cultures 
evoquees ci-dessus ne se posent pas dans les conditions 
d 1 utilisation d'une telle plaquette. On pourrait egalement 
utiliser un metal ductile deformable plastiquement, s'il 
n'est pas prevu de r6aliser des observations a travers les 
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fonds des micropuits. En outre, 1' invention trouve 
application, non seulement a la realisation de cultures 
biologiques, mais aussi a la realisation de tout essai ou 
traitement de microechantillons de matieres quelconques. 
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REVEND ICATIONS 

1. Procede de fabrication d'une plaquette de support 
d'un reseau bidimensionnel de micropuits pour essais ou 
cultures biologiques, caracterise en ce que : 

5 a) on forme une matrice (5 ; 5 : ) de pressage en un 

materiau indeformable presentant une surface dont deborde 
un reseau bidimensionnel de protuberances (4i) isolees les 
unes des autres et presentant des extr&aites conformes aux 
fonds de micropuits £ former, ces protuberances etant de 
10 hauteur superieure a la profondeur desdits micropuits 
(lOi), 

b) on presse contre ladite surface de matrice (5 ; 5 t ) 
une plaquette {6 ; 6.) en un materiau thermoformable 
chauffe au-dessus de sa temperature de ramollissement de 

15 maniere que seules les protuberances (4J viennent en 
contact avec ladite plaquette et s'enfoncent ensuite dans 
celle-ci sur une profondeur egale a celle de micropuits 
(10 t ) a former dans cette plaquette et inferieure a la 
hauteur de ces protuberances, et 

20 c) on refroidit ladite plaque (6 ; 6 L ) pour obtenir 

sur celle-ci un reseau stable de micropuits. 

2. Proced^ conforme a la revendication 1, caracterise 
en ce qu'on forme la matrice (5 ; 5 L ) par gravure chimique 
d'une plaquette metallique, a travers un masque constitue 

25 par une trame de plages (_3 : ) centrees sur les axes des 
protuberances a obtenir. 

3. Procede conforme a l f une quelconque des 
revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'on presse 
contre ladite matrice (5 ; 5 : ) une plaquette en verre. 

30 4. Procede conforme a I'une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce que, avant de 
former des protuberances (4i) sur la matrice, on texture la 
surface a partir de laquelle on forme ces protuberances, 
par l'un quelconque des procedes du groupe forme par : le 
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laminage, le polissage, le satinage, le microbillage, le 
bombardement ionique. 

5. Procede conforme a l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'on forme sur 
les extremites des protuberances (10.) de la matrice 
(5 ; 5 L ) des r marques de reperage en relief. 

6. Procede conforme a l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'on forme une 
pluralite de matrices (5:), on empile celles-ci en 
intercalant entre deux matrices adjacentes une plaquette 
(6i) en materiau thermoformable et on presse a chaud 
1' ensemble de la pile ainsi formee pour obtenir une 
pluralite de plaquettes creusees chacune d'un reseau de 
micropuits (10i) . 

7. Procede conforme a l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'on presse. 
simultanement les deux faces d'une plaquette en materiau 
thermoformable con t re deux matrices de protuberances, ces 
matrices etant disposees de maniere que chaque 
protuberance (10J de l'une soit coaxiale a une 
protuberance (ll t ) de 1'autre. 

8. Procede conforme a l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'on presse 
la matrice (5 ; 5 t ) contre la plaquette (6 ; 6«) par l'tin 
des procedes du groupe form6 par : le pressage statique, 
le laminage, le soufflage, 1 • aspiration. 

9. Procede conforme £ l'une quelconque des 
revendications 1 & 8, caracterise en ce qu'on utilise une 
matrice dont les protuberances sont distantes de 100 £ 
200 urn environ, hautes de 20 a 50 pi et de diamdtre 
d'extremite compris entre 20 et 5.0 urn. 

10. Plaquette de support d'un reseau bidimensionnel 
de micropuits obtenue par le procede de fabrication 
conforme k la revendication 1, caracteris^e en ce qu'elle 
porte, sur au moins une de ses faces, un reseau de 
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micropuits (10J, a section axiale en entonnoir s'evasant a 
partir du fond du micropuitS/ ces fonds etant separes par 
des surfaces (9;) convexes en tout point et depourvues de 
toute discontinuity de courbure, ces surfaces presentant 
en outre un fini de qualite optique. 

11. Plaquette conforme a la revendication 10, 
caracterisee en ce que les fonds des micropuits (10* ) sont 
textures . 

12. Plaquette conforme a la revendication 10, 
caracterisee en ce que les fonds des micropuits (10J 
portent des empreintes de marques de reperage en relief. 

13. Plaquette conforme a la revendication 10, 
caracterisee en ce que le reseau de micropuits (10.) 
comporte des lignes et des colonnes de micropuits 
presentant des fonds de forme differente de celle des 
autres micropuits, ces lignes et colonnes assurant un 
maillage du reseau reperable optiquement. 

14. Plaquette conforme a l'une quelconque des 
revendications 10 & 13, caracterisee en ce qu'elle 
comprend deux reseaux de micropuits dOi/ll*) forme chacun 
sur l'une de ses deux faces opposees, chacun des 
micropuits (10, : ) d'un des reseaux etant coaxial a un des 
micropuits (Hi) de l f autre reseau, et chacun des 
micropuits d'un des reseaux etant conforme pour accueillir 
un moyen de traitement ou d^observation (12) d'une culture 
pratiquee dans le micropuits (10i) coaxial de 1 T autre 
reseau. 

15. Plaquette conforme a la revendication 10, 
caracterisee en ce que ledit moyen d' observation (12) est 
constitue par une extremite d'une fibre optique. 

16. Plaquette conforme a l'une quelconque des 
revendications 10 a 15, caracterisee en ce que les axes 
des puits (10i) sont distants de 100 a 200 pm environ, la 
profondeur des puits etant comprise entre 15 et 30 pm 
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environ alors que le diametre du fond du puits est compris 
entre 20 et 50 environ. 

17. Plaque tte con forme a l'une quelconque des 
revendications 10 a 16, caracterisee en ce qu'elle est 
constitute en un materiau du groupe forme par : un 
materiau vitreux, un verre, une matiere plastique, un 
metal ductile deforme plastiquement . 

18. Matrice de pressage (5;5 t ) obtenue par le procede 
conforme k la revendication 2. 



i 
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